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Evolutionary forces in Mycobacterium tuberculosis
A análise da diversidade genética de patogé-
nios bacterianos ajuda a compreender me-
lhor a epidemiologia e a evolução destes mi-
cróbios. A compreensão da evolução de 
patogénios é particularmente importante 
nos dias de hoje, com a crescente resistência 
antimicrobiana1. Porém, o estudo da diversi-
dade genética do complexo Mycobacterium 
tuberculosis (CMTB) é um desafio, porque a 
variação da sequência de ADN nestes orga-
nismos é baixa2 e os métodos -padrão de ge-
notipagem, como a tipagem de sequência 
multiloco (TSML), já bem estabelecida nou-
tras bactérias3, proporcionam pouca infor-
mação4. Além disso, deveriam usar -se dife-
rentes métodos de genotipagem quando se 
investigam questões diferentes5. A investiga-
ção epidemiológica molecular clássica da 
transmissão de doenças e a diferenciação en-
tre recidiva e reinfeção exógena requer mar-
cadores de genotipagem com grande força 
discriminatória6, enquanto as análises evolu-
tivas deveriam apoiar -se em marcadores filo-
geneticamente robustos7. Infelizmente, 
ocorre frequentemente trade-off entre essas 
Analyzing the genetic diversity of bacterial 
pathogens helps to better understand the 
epidemiology and evolution of these mi-
crobes. Understanding the evolution of 
pathogens is particularly important in to-
day’s era of increasing antimicrobial resis-
tance1. However, studying the genetic di-
versity of the Mycobacterium tuberculosis 
complex (MTBC) is challenging because 
the DNA sequence variation in these or-
ganisms is low2, and standard genotyping 
tools such as multilocus sequence typing 
(MLST), which have been well established 
in other bacteria3, provide little informa-
tion4. Moreover, different genotyping 
tools should be used when addressing dif-
ferent research questions5. Classical mo-
lecular epidemiological investigation of 
disease transmission and differentiating 
between relapse and exogenous re-infec-
tion requires genotyping markers with a 
high discriminatory power6, whereas evo-
lutionary analyses should rely on phyloge-
netically robust markers7. Unfortunately, 
there is often a trade-off between these 
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propriedades nos marcadores individuais 
usados na genotipagem, particularmente 
quando se estudam bactérias geneticamente 
monomórficas, como CMTB8,9. Com o 
CMTB, a spoligotipagem e a tipagem por 
MIRU -VNTR têm sido usadas com grande 
sucesso para tipagem e investigação epide-
miológica molecular, mas essas técnicas são 
limitadas quando se inferem relações filoge-
néticas entre estirpes10. Isto deve -se ao facto 
de a spoligotipagem e a tipagem por MIRU-
-VNTR dependerem de marcadores mole-
culares repetitivos que se alteram rapidamen-
te e, por consequência, esses marcadores têm 
um elevado índice de evolução convergen-
te10. Em contraste, as deleções genómicas ou 
polimorfismos de sequência (LSP) e os poli-
morfismos de um nucleótido único (SNP) 
aglomeram -se de modo relativamente lento 
no genoma de CMTB, podendo assim se-
rem usados para definir linhagens filogeneti-
camente robustas11.
Já mostrámos que os LSP definem seis li-
nhagens de estirpes principais no CMTB 
humano12, que incluem as duas linhagens 
geralmente referidas como M. africanum 
África Ocidental 1 e 2. Mostrámos também 
que estas linhagens eram correspondentes a 
agrupamentos observados na tipagem de 
SNP11. No entanto, devido a limitações ine-
rentes a esses estudos anteriores, a real dis-
tância genética entre linhagens e nelas pró-
prias é ainda desconhecida. Para definir 
mais quantitativamente a diversidade gené-
tica em CMTB, realizámos uma análise de 
sequências multilocos em larga escala 
(MLSA) de 108 estirpes globalmente repre-
sentativas13, que incluíram membros de 
CMTB adaptado a animais, como M. bovis, 
M. microti, M. caprae e M. pinnipedii. Para 
todas estas 108 estirpes, gerámos a sequên-
properties in individual markers used for 
genotyping, and this is particularly true 
when studying genetically monomorphic 
bacteria such as MTBC8,9. In MTBC, spo-
ligotyping and MIRU-VNTR typing have 
been used very successfully for fine typing 
and molecular epidemiological investiga-
tions, but these techniques are limited 
when inferring phylogenetic relationships 
between strains10. This is because spoligo-
typing and MIRU-VNTR typing rely on 
repetitive molecular markers that change 
rapidly, and as a consequence these mar-
kers exhibit a high rate of convergent evo-
lution10. By contrast, genomic deletions, 
also known as large sequence polymor-
phisms (LSPs), and single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) accumulate relatively 
slowly in the MTBC genome and can thus 
be used to define phylogenetically robust 
strain lineages11.
We have previously shown that LSPs de-
fine six main strain lineages within the 
human MTBC12. These include the two 
lineages generally referred to as M. africa-
num West-Africa 1 and 2. We have also 
shown that these lineages were congruent 
with groupings found based on SNP-typ-
ing11. However, because of the inherent 
limitations of those previous studies, the 
actual genetic distance within and be-
tween strain lineages remained unknown. 
To define more quantitatively the genetic 
diversity in MTBC, we performed a large-
scale multilocus sequence analysis (MLSA) 
of 108 globally representative strains13. 
These included members of the animal-
adapted MTBC like M. bovis, M. microti, 
M. caprae, and M. pinnipedii. For all of 
these 108 strains, we generated the com-
plete DNA sequence of 89 genes, which 
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cia de ADN completa de 89 genes, que 
compreenderam genes de housekeeping, ge-
nes de virulência e genes antigénicos. Usá-
mos os genes concatenatos completos para 
definir uma nova filogenia do CMTB com 
base na sequência do ADN13. Esta é a mais 
abrangente e robusta filogenia do CMTB 
até à data14 e é também altamente congruen-
te com a nossa anterior classificação do 
CMTB, baseada na análise de LSP, em seis 
linhagens principais15. A natureza quantita-
tiva dos novos dados das sequências de ADN 
proporcionou um novo discernimento. Em 
particular, enquanto todas as formas de 
CMTB adaptadas de animais se agrupavam, 
representavam apenas um subgrupo da di-
versidade genética observada em toda a filo-
genia, sugerindo que a diversidade genética 
do CMTB humano é mais pronunciada do 
que anteriormente se pensava13. Além disso, 
as duas linhagens M. africanum, quase ex-
clusivamente observadas na África Ociden-
tal, são as mais ancestrais. Conjuntamente 
com o facto de ser a África o único conti-
nente onde se encontram as seis mais im-
portantes linhagens do CMTB humano, 
estes achados apoiam a teoria de que o 
CMTB terá sido originado em África12.
Os dados do nosso novo estudo por análise de 
sequências multilocos permitiram -nos estudar 
a história evolutiva do CMTB humano em 
maior detalhe. Quando comparámos os dados 
da diversidade genética com as distâncias geo-
gráficas que separam os locais de origem das 
estirpes incluídas no estudo, encontrámos cor-
relações estatisticamente significativas entre 
estas duas medidas13. Os presentes resultados 
apoiaram um cenário ‘Fora -de -e -de -volta -a-
-África’ para a evolução do CMTB humano13. 
De acordo com este cenário, o CMTB origi-
nou-se na África e espalhou -se originalmente 
comprised housekeeping genes, virulence 
genes, and antigenic genes. We used the 
complete gene concatenates to define a 
new DNA sequence-based phylogeny of 
MTBC13. This phylogeny is the most 
comprehensive and most robust phyloge-
ny of MTBC to date14, and is also highly 
congruent with our previous LSP-based 
classification of MTBC into six main li-
neages15. The quantitative nature of the 
new DNA sequence data offered some 
new insights. In particular, while all ani-
mal-adapted forms of MTBC clustered 
together, they represented only a sub-set 
of all the genetic diversity observed across 
the whole phylogeny, suggesting that the 
genetic diversity of human MTBC is more 
pronounced than previously thought13. 
Furthermore, the two M. africanum li-
neages, which are almost exclusively ob-
served in West Africa or the most ances-
tral lineages. Together with the fact that 
Africa is the only continent that harbours 
all six main lineages of human MTBC, 
these findings support to view that MTBC 
originated in Africa12.
Our new MLSA data allowed us to study 
the evolutionary history of human MTBC 
in more detail. When we compared the ge-
netic diversity data to the geographic dis-
tances separating the places of origin of the 
strains included in the study, we found sta-
tistically significant correlations between 
these two measures13. Our results supported 
an ‘Out-of-and-back-to-Africa’ scenario for 
the evolution of human MTBC13. Accord-
ing to this scenario, MTBC originated in 
Africa and spread originally out of Africa ac-
companying ancient human migrations 
which occurred approximately 50 000 years 
ago. Through these ancient migrations, 
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para fora desse continente, acompanhando 
antigas migrações humanas que ocorreram há 
aproximadamente 50 000 anos. Através dessas 
antigas migrações, três ‘modernas’ linhagens 
evolutivas de CMTB espalharam -se por áreas 
da Europa, da Índia e da China, respectiva-
mente. Essas regiões passaram por grande au-
mento da população humana durante as últi-
mas centenas de anos, o que levou a uma 
expansão destas linhagens de CMTB. Conco-
mitantemente, estas linhagens modernas co-
meçaram a disseminar -se globalmente e re-
gressaram a África, através de recentes ondas 
de colonização, comércio e conquista.
Outra observação interessante que decorreu 
da nossa análise de sequências multilocos foi 
que o rácio SNP não sinónimos: SNP sinóni-
mos (uma medida conhecida como dN/dS) é 
muito maior no MTBC do que na maioria 
das outras bactérias13. Um dN/dS elevado em 
patogénios bacterianos tem normalmente 
sido associado à ancestralidade recente16. Por 
outras palavras, ainda não houve tempo sufi-
ciente para a purificação da seleção eliminar 
SNP não sinónimos, a maioria dos quais ten-
dem a ser ligeiramente nocivos à competência 
bacteriana. Porque os SNP sinónimos se acu-
mulam ao longo do tempo sem serem elimi-
nados pela seleção natural, um elevado dN/dS 
pode ser indicador de ocorrência recente. Po-
rém, as nossas análises apoiam a noção de que 
a razão dN/dS é elevada no CMTB porque a 
purificação da seleção deste organismo é redu-
zida, provavelmente pela consequência do au-
mento aleatório da deslocação genética asso-
ciada às acumulações de populações durante a 
transmissão doente a doente13. Isto sugere que 
o ‘acaso’, e não apenas a seleção natural, tem 
conduzido a evolução do CMTB.
Em resumo, o presente trabalho de análise de 
sequências multilocos confirmou que a estru-
three evolutionarily “modern” lineages of 
MTBC seeded areas in Europe, India, and 
China, respectively. These regions expe-
rienced strong human population increase 
during the last few hundred years, leading 
to an expansion of these MTBC lineages. 
Concomitantly, these modern lineages star-
ted to spread globally and back to Africa, 
through recent waves of colonization, trade, 
and conquest.
Another interesting observation coming 
out of our MLSA work was that the ratio 
of nonsynonymous SNPs to synonymous 
SNPs (a measure known as dN/dS) is 
much higher in MTBC than in most other 
bacteria13. A high dN/dS in bacterial 
pathogens has generally been associated 
with recent ancestry16. In other words, 
there has not been enough time of purify-
ing selection to remove nonsynonymous 
SNPs, the majority of which tend to be 
slightly deleterious to bacterial fitness. 
Because synonymous SNPs accumulate 
over time without being removed by na-
tural selection a high dN/dS can be in-
dicative of recent emergence. However, 
our analyses supported the view that the 
reason dN/dS is high in MTBC is because 
purifying selection in this organism is re-
duced, most likely as consequence of in-
creased random genetic drift associated 
with the serial population bottlenecks 
during patient-to-patient transmission13. 
This suggest that ‘chance’, and not just 
natural selection has been driving the evo-
lution of MTBC.
In summary, our MLSA work confirmed 
that the genetic population structure of 
human MTBC consists of six main strain 
lineages. Our findings also show that the 
human MTBC lineages are more geneti-
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tura genética da população humana de 
CMTB consiste em seis linhagens de estirpes 
principais. Os achados mostram também que 
as estirpes do CMTB humano são mais gene-
ticamente diversas do que se pensava anterior-
mente. Há evidência crescente de que a linha-
gem de CMTB pode afetar a evolução da 
tuberculose infeção e doença17 -20. O presente 
trabalho de sequenciação identificou muitos 
SNPS filogeneticamente informativos, o que 
permitirá aos investigadores classificar rapida-
mente estirpes em agrupamentos robustos10 e 
continuar a explorar diferenças específicas das 
linhagens nos contextos experimental e clíni-
co. As nossas análises de genética de popula-
ções revelaram que a diversidade genética do 
CMTB foi moldada por migrações humanas 
antigas e mais recentes e que a deslocação ge-
nética aleatória pode ser uma importante for-
ça condutora na evolução do CMTB. À me-
dida que os custos da sequenciação de ADN 
continuam a baixar, a sequenciação do geno-
ma completo tem potencial para se tornar o 
instrumento ‘final’ para genotipagem de bac-
térias21. A sequenciação genómica comparati-
va de grandes coleções de estirpes de CMTB 
melhorará a nossa compreensão das forças 
evolutivas que moldam a diversidade genética 
deste importante patogénio15.
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